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R. Michel und W. Neupert 
Erfassung der Translationsprodukte von Mitoehondrien 
an den mitochondrialen Ribosomen 
Mitochondriale Ribosomen synthetisieren Peptide, die 
in die mitochondriale Innenmembran integriert wer-
den[1»2l. Es hat sich als schwieriges Problem erwiesen, 
diese Peptide nach ihrer Integration zu isolieren und zu 
charakterisieren, da sie fest in die Protein-Phospholipid-
Struktur der M e m b r a n eingebaut sind. 
Aus diesem Grund wurde versucht, die mitochondrial 
synthetisierten Peptide vor ihrer Integration in die 
Membran und zwar an den mitochondria len Ribosomen 
zu erfassen. 
Eine spezifische Markierung der naszierenden Peptid-
ketten an den mitochondrialen Ribosomen von Neuro-
spora crassa wurde mit drei verschiedenen Methoden 
erreicht: 
1. In vitro. In isolierten Mi toehondr ien werden ribo-
somale Proteine nicht gebildet131 . D a s heißt, bei Einbau 
von radioaktiven Aminosäuren in isolierte Mitoehon-
drien erfolgt nur eine Markierung der naszierenden, 
Puromycin-ablösbaren Peptidketten. 
2. In vivo plus Cycloheximid. Cycloheximid blockiert die 
Synthese der mitochondrialen r ibosomalen Proteine an 
dencytoso l i schenRibosomenl 4 ' 5 ' . Werden in wachsende 
Neurospora-ZeUen radioaktive Aminosäuren nach Zu-
satz von Cycloheximid eingebaut, so findet wiederum 
eine selektive Markierung der naszierenden Peptid-
ketten statt . 
3. In vivo. Werden wachsende Neurospora-ZeMen einer 
Pulsmarkierung mit radioaktiven Aminosäuren ausge-
setzt, so erfolgt sowohl eine Markierung der r ibosoma-
len Proteine als auch der naszierenden Peptidketten in 
den Mitoehondr ien. Behandlung von Mitoehondr ien 
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aus derart markierten Zellen mi t Puromycin bewirkt 
die vollständige Entfernung der naszierenden Pept id-
ketten von den Ribosomen. D a n a c h kann der qual i ta-
tive und quanti tat ive Beitrag der Mark i e rung der 
naszierenden Peptidketten a n der G e s a m t m a r k i e r u n g 
der Ribosomen aus der Differenz ermittel t werden. D e s -
weiteren ist es möglich, die naszierenden Pept idket ten 
von den Ribosomen abzu t rennen . 
Die gelelektrophoretische Analyse der auf diese drei 
Arten markierten, an den m o n o m e r e n R i b o s o m e n be-
findlichen Peptidketten zeigt das Auftreten von defi-
nierten Radioaktivitätsbanden mit scheinbaren Mole -
kulargewichten zwischen ca. 10000 und 5000. 
Im folgenden wurde das Mark ie rungsmus te r der 
monomeren Ribosomen verglichen mi t dem M a r k i e -
rungsmuster von mi tochondr ia len M e m b r a n e n , in 
denen spezifisch die vom mi tochondr ia len System ge-
bildeten Peptide radioakt iv mark ie r t waren. Diese spe-
zifische Markierung wurde erreicht, einerseits durch 
Einbau von radioaktiven Aminosäuren in Neurospora-
Zellen in Gegenwart von Cycloheximid, anderersei ts 
durch Einbau von radioakt iven Aminosäuren in iso-
lierte Mitochondrien. 
Bei langzeitiger (30 min) Mark i e rung der M e m b r a n e n 
nach dem ersten Verfahren finden sich im wesentl ichen 
Radioaktivitätsbanden mit Molekulargewichten von 
34000, 27000 und 18000. N a c h kurzzeitiger M a r k i e -
rung (1,5 min) in Gegenwar t von Cycloheximid u n d 
Markierung isolierter Mi tochondr i en findet sich im 
wesentlichen Radioaktivität im Molekulargewichtsbe-
reich um 11000. 
Wir diskutieren die F rage , o b sich die Trans la t ions-
produkte der Mi tochondr ien in fertiger F o r m an den 
mitochondrialen Ribosomen erfassen lassen u n d o b sie 
sekundären Veränderungen in der M e m b r a n un te r -
worfen sind. 
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